Pesquisa de Staphylococcus aureus em leite a ser pasteurizado by Wilson, Donald




WILSON, D. Pesquisa de Staphylococcus aureus em leite a ser pasteurizado.
Rev. Saúde públ., S. Paulo, 11:1-11, 1977.
RESUMO: Estuda-se a contaminação por S. aureus do leite a ser pasteu-
rizado, demonstrando que está altamente contaminado. São discutidas as
conseqüências que a contaminação pode ter e conclui-se serem necessárias
medidas urgentes para alterar a estrutura epidemiológica da "linha de leite".
UNITERMOS: Staphylococcus aureus. Leite, contaminação. Toxi- infec-
ções alimentares. Enterotoxina estafilocócica.
I N T R O D U Ç Ã O
O "habitat" natural do Staphylococcus
aureus é o organismo animal, onde pode
ser encontrado na saliva, na mucosa na-
sal, na pele e no tubo digestivo.
Muitos pesquisadores demonstraram a
presença do S. aureus na mucosa nasal
de pessoas aparentemente normais (por-
tadores). Segundo esses pesquisadores, a
proporção de portadores desta bactéria
varia entre 30% e 60% dos examina-
dos 4, 5, 13, 15, 19. Um dos caracteres mais
importantes do S. aureus, e que motivou
a elaboração do presente trabalho, é a
capacidade de determinadas cepas produ-
zirem uma enterotoxina termoestável, cau-
sadora de gastroenterites.
Já foram descritos alguns surtos de gas-
troenterite estafilocócica atribuíveis a
leite pasteurizado, nos quais houve ou fa-
lha na temperatura de pasteurização, ou
contaminação posterior do leite; pequeno
número de surtos, entretanto, pode ser
atribuído a leite pasteurizado adequada-
mente, ou mesmo fervido e não contami-
nado posteriormente. Em uma série de
surtos devidos a leite em pó, há evidên-
cias epidemiológicas de que o leite con-
tinha enterotoxina estafilocócica antes de
ser pulverizado.
Vários surtos foram também causados
pela ingestão de queijo. Quando o veí-
culo da toxina foi queijo fresco, pôde-se
isolar, do mesmo, números elevados de
S. aureus 7, 10, 12. Queijos maturados tam-
bém se constituíram em veículos de vá-
rios surtos 3, 6, 7, 8, 11, 16, 17. Quando se tra-
tou de queijo maturado, entretanto, os
estafilococos foram escassos ou não foram
isolados, presumivelmente por terem mor-
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rido durante o processo de maturação, não
antes, porém, de haverem produzido to-
xina 18.
A maioria dos dados apresentados re-
fere-se ao Reino Unido ou aos Estados
Unidos da América do Norte. Em nosso
meio, não temos conhecimento de surtos
que tenham sido publicados. Entretanto,
os nossos ordenhadores são de baixo ní-
vel sócio-econômico e, portanto, têm maus
hábitos higiênicos. Dada a ubiqüidade do
agente, provavelmente existe uma propor-
ção elevada de portadores nasais entre
eles. Pequenas lacerações e abrasões nas
mãos são freqüentes e, embora não sép-
ticas, favorecem o crescimento de estafi-
lococos, que são muito mais numerosos
em tais lesões do que na pele íntegra.
O leite que chega à usina tem outras
possibilidades de estar contaminado com
S. aureus:
— devido as mastites estafilocócicas mui-
to freqüentes 9, 14;
— a estrutura da "linha de leite" cria
condições para a multiplicação do S.
aureus no leite: a ordenha termina por
volta das 6:30 horas e o latão é colo-
cado junto a porteira, à espera do ca-
minhão coletor, exposto ao sol; quan-
do existe um abrigo, este protege o
latão apenas do sol a pino, mas os
raios oblíquos o atingem diretamente;
no caminhão, continua sob calor in-
tenso chegando à plataforma de des-
carga na estação de resfriamento ou
usina, entre 11 e 13:30 horas.
De tudo o que se relatou na presente
introdução, pode-se concluir que é impor-
tante e urgente a realização de uma pes-
quisa, visando identificar S. aureus em
leite das nossas bacias leiteiras.
Dessa maneira, como passo inicial, é
de suma importância verificar qual a in-
cidência de contaminação por S. aureus
no leite que chega às plataformas de re-
cepção das estações de resfriamento ou
das usinas de pasteurização, assim como
o grau dessa contaminação devido ao cres-
cimento de bactérias, medido pelo nú-
mero de S. aureus por ml de leite. Estas




Elegemos para nosso estudo a bacia lei-
teira de Paraibuna. Esta bacia é explorada
por duas companhias, ambas com várias
"linhas de lei te" . Estudamos todas as "li-
nhas de leite" das duas companhias e,
portanto, toda a bacia leiteira, que pro-
duz cerca de 25.000 litros de leite por dia.
2. Amostragem
Colhemos uma alíquota de 10 ml de
cada latão, de cada "linha de leite", após
homogeneização com agitadores. Os agi-
tadores foram esterilizados entre uma agi-
tação e outra. Para colheita da alíquota
de 10 ml utilizamos uma concha, que foi
esterilizada entre uma colheita e outra.
3. Acondicionamento das alíquotas
As alíquotas foram colocadas em fras-
cos esterilizados, fechados com rolhas de
borracha esterilizadas e acondicionadas
em geladeiras de isopor, até serem semea-
das.
4. Métodos de laboratório
4.1 — Diluição
Foram feitas, inicialmente, seis diluições
em água tamponada: 10°, 10-1, 10-2,
10-3, 10-4 e 10-5. A partir destas dilui-
ções foram feitas as contagens em placa,
de colônias com caracteres morfológicos
de S. aureus, usando-se a maior diluição
que contivesse de 30 a 300 colônias por
placa. O número de colônias foi multi-
plicado pela recíproca da diluição seguin-
te correspondente à placa.
Posteriormente ficou evidenciado que
eram necessárias apenas três diluições:
10-3, 10-4 e 10-5. As alíquotas, entre-
tanto, foram guardadas em congelador a
-20°C até a leitura das placas semeadas
para que, em caso de necessidade, fossem
semeadas novamente com outras diluições.
4.2 — Meios de cultura
— Meio "Staphylococcus 110" Oxoid.
Este meio foi escolhido por ser seletivo e
ainda por permitir a verificação de fer-
mentação de manitol (com auxílio de púr-
pura de bromocresol) e produção de gela-
tinase (com auxílio de ácido sulfosalicí-
lico).
— Agar nutriente Oxoid — Meio uti-
lizado para incrementação das colônias,
para pesquisa de plasmocoagulase e
DNase.
— Sangue de coelho citratado, para
pesquisa da plasmocoagulase.
— Meio Agar DNase Oxoid, para pes-
quisa de produção de DNase.
De cada placa foram colhidas duas co-




Apresentaremos separadamente os re-
sultados referentes às duas companhias
que exploram a bacia leiteira estudada,
pois o destino do leite é diferente. Entre-
tanto, na discussão, poderemos nos refe-
rir às duas companhias em conjunto.
As Tabelas 1 e 2 apresentam o número
de colônias de bactérias com caracteres
morfológicos de S. aureus por amostra
e por "linha de leite".
Gordon Fair *, ao se referir à escolha
de água a ser captada para abastecimento
público, afirma que se deve buscar a
água mais pura possível, pois, é tanto
mais fácil tratá-la e torná-la inofensiva
a saúde, quanto menos poluída ela for.
Em nossa opinião, o mesmo se aplica ao
leite. Entretanto, de acordo com as Ta-
belas 1 e 2, o leite desta bacia leiteira, e
que será servido à população, está longe
de preencher este requisito. Podemos ver
que, considerando todas as linhas da Com-
panhia I, 92,9% das amostras apresenta-
ram crescimento de bactérias cujas colô-
nias apresentavam caracteres morfológicos
de S. aureus, em uma proporção de
10.000 a 10.000.000 de bactérias por mi-
lilitro de leite; e 37,2% das amostras,
entre 100.000 e 999.999 organismos por
mililitro. Vemos as mesmas proporções
nas amostras da Companhia II.
Se examinarmos os resultados, linha por
linha, veremos que os dados se repetem,
com pequenas variações.
As Tabelas 3 e 4 mostram as médias
de bactérias por ml, cujas colônias apre-
sentam caracteres morfológicos de S.
aureus e que apresentaram pelo menos
uma colônia plasmocoagulase e/ou DNase
positiva.
Podemos ver, por essas tabelas, que a
situação é precária e que aquele requisito
mencionado quando nos referimos às Ta-
belas 1 e 2 está ainda mais longe de ser
preenchido.
Como o leite ao chegar à usina é mis-
turado, consideramos válido somarmos to-
dos os resultados e computarmos a média
geral de cada uma das companhias. Ve-
mos que a média da Companhia II é algo
mais baixa que a da Companhia I. Lem-
bramos neste momento que o leite da Com-
panhia I leva cerca de 45 minutos a mais
para chegar à usina do que o leite da
Companhia II, o que sugere haver cres-
cimento maior em um leite igualmente
contaminado. Tanto no leite da Compa-
nhia I, como no da Companhia II, as
médias mais elevadas correspondem às li-




nhas que chegam mais tarde à usina, re-
forçando o que acabamos de mencionar.
O efeito para o consumidor, entretan-
to, é um pouco menos grave, consideran-
do o leite da Companhia II.
As Tabelas 5 e 6 mostram os caracte-
res apresentados pelas colônias isoladas.
Vemos, através delas, que 88.7% das
amostras provenientes da Companhia I
apresentaram-se contaminadas com colô-
nias plasmocoagulase e/ou DNase positi-
vas e, portanto, patogênicas, assim como
76,4% das amostras da Companhia II.
Estes fatos são deveras alarmantes.
Podemos ver também que 258 amostras
da Companhia I e 149 da Companhia II
apresentaram S. aureus. Se considerar-
mos que cada amostra corresponde a um
latão de 50 litros, teremos que as amos-
tras da Companhia I correspondem a
12.900 litros e as da Companhia II, a
7.450 litros. Vemos, então, que 77.0%
do leite da Companhia I e 76,4% da Com-
panhia II estão contaminados com S.
aureus. Como este leite é misturado ao
chegar à usina, teremos as seguintes esti-
mativas :
a) o leite da Companhia I apresen-
tou 1.878.600 colônias de S. aureus por
ml, em média, nos 12.900 litros conta-
minados. Este leite foi misturado a 1.650
litros de leite que não se apresentou con-
taminado por ocasião da colheita do ma-
terial (mas que em outros dias poderá
estar contaminado), resultando em 14.550
litros de leite, contendo 1.671.306 S.
aureus (plasmocoagulase e/ou DNase po-
sitivos) por ml de leite.
b) o leite da Companhia II revelou
780.100 S. aureus por ml, em média,
nos 7.450 litros de leite contaminado.
Com a mistura deste leite com 2.300 li-
tros não contaminados por ocasião da co-
lheita do material, resultam 9.750 litros
de leite contendo 596.076 S. aureus por
ml.
O leite de ambas as companhias rece-
be tratamento semelhante. É colocado em
tanque de recepção e, por meio de tubu-
lações, levado a um tanque refrigerado.
Ocorre uma diferença, entretanto, pois
o leite da Companhia I é recebido na pró-
pria usina, enquanto que o da Companhia
II é recebido em uma estação de recep-
ção, onde é refrigerado e transportado
posteriormente, em caminhões-tanque iso-
térmicos à usina de pasteurização.


A partir do momento em que é res-
friado, cessa o crescimento bacteriano.
Sabemos que a produção de enterotoxina
depende do crescimento do S. aureus pro-
dutor desta toxina e podemos concluir
que, desde o resfriamento, não mais será
produzida, mesmo havendo cepas entero-
tóxicas no leite. Entretanto, antes de che-
gar ao tanque de resfriamento o S. aureus
teve bastante tempo para crescer e a en-
terotoxina por ventura já formada, não
será afetada pela temperatura de pasteu-
rização, por ser termoestável.
O que foi relatado pode ter três con-
seqüências:
a) Qualquer falha no sistema de pas-
teurização acarretará na distribuição de
leite contaminado ao consumidor. Haven-
do também falha no sistema de refrige-
ração, pré-pasteurização, o problema se-
rá agravado. Lembramos ainda que po-
derá haver deficiência de refrigeração no
estabelecimento revendedor, o que ofere-
cerá ao S. aureus uma oportunidade adi-
cional para se multiplicar. Poder-se-á
argumentar que o leite da bacia leiteira
estudada é misturado com leite provenien-
te de outras bacias e que, assim, haverá
diluição do S. aureus. Mas, tudo leva a
crer que a situação das outras bacias se-
ja a mesma, pairando dúvidas sobre este
agente etiológico (ou sua enterotoxina)
ser realmente diluído.
Sabemos que as usinas de pasteuriza-
ção fazem controle bacteriológico em vá-
rios pontos do sistema e qualquer falha
será seguramente detectada. Entretanto,
dadas as exigências de tempo para iden-
tificação de agentes patogênicos, quando
a falha for detectada, o leite correspon-
dente ao controle já estará distribuído e,
na maior parte, se não todo, consumido.
Serão evitados problemas futuros, mas o
consumidor sofrerá as conseqüências do
atual.
b) Não havendo falha no sistema de
pasteurização mas, apenas no de refrige-
ração, isto poderá permitir o crescimento
do agente etiológico e a conseqüente pro-
dução de enterotoxina. Esta, sendo ter-
moestável, atingirá o consumidor, apesar
da pasteurização.
c) A enterototoxina por ventura já
formada será, naturalmente, distribuída ao
consumidor.
Lembramos aqui o argumento, mencio-
nado anteriormente, que o leite será di-
luído com aquele proveniente de outras
bacias, mas, repetimos, pairam dúvidas,
pelo menos a nosso espírito, de que real-
mente o seja.
Admitindo que haja diluição, persis-
tem duas perguntas: qual o efeito desta
diluição sobre o intestino do consumidor?
Eliminará a possibilidade de doença, ou
apenas amenizará os sintomas?
Referimo-nos aqui apenas ao leite dis-
tribuído "in natura". No caso da produ-
ção de derivados, o leite permanece tem-
po mais longo em temperatura ambiente,
favorecendo-se, ainda mais, o crescimen-
to do S. aureus.
Não pudemos, fazer pesquisa de cepas
produtoras de enterotoxina, não podendo
concluir seguramente por sua presença;
entretanto, não podemos concluir por sua
ausência. Lembramos, no entanto, que
segundo Chapman e Chapman e Domin-
go 1, 2, os estafilococos causadores de gas-
troenterites produzem pigmente amarelo,
fermentam manitol, produzem gelatinase e
produzem plasmocoagulase. Pelos nossos
dados vemos que 84,3% das amostras da
Companhia I e 69,7% das da Companhia
II, apresentaram-se contaminadas com
estafilococos positivos para estes quatro
caracteres. A situação mostra-se portan-
to, em nossa opinião, sombria. Vemos,
pelos dados apresentados, que a estrutu-
ra epidemiológica é bastante favorável ao
agente etiológico: o leite é manipulado e
o ser humano é o "habitat" normal do
Staphylococcus aureus; as características
das "linhas de leite" oferecem as condi-
ções necessárias de nutrição, umidade,
temperatura e tempo, para o crescimento
do agente, como ficou claramente demons-
trado pelos nossos dados. Podemos acres-
centar que a temperatura ambiente — e
o leite chega à plataforma de recepção à
temperatura ambiente — variou por oca-
sião da colheita do material, entre 26 e
30°C. Sabemos que a temperatura am-
biente, na região estudada, pode atingir
graus bem mais elevados que estes, o que
agravará sobremaneira o problema.
Wilson e Miles19 afirmam que "mais
de 50% das amostras das manadas do
Reino Unido contém S. aureus, sendo,
portanto, surpreendente que surtos veicula-
dos por leite não sejam mais freqüentes".
Devemos lembrar que, no Reino Unido,
100% do leite (ou uma proporção muito
próxima) é pasteurizado. Baseados nos
nossos dados, podemos afirmar, com segu-
rança, que, se é surpreendente que no
Reino Unido não haja maior número de
surtos, em nosso meio é mais surpreen-
dente ainda. Por outro lado, entre nós,
a informação sobre surtos de toxi-infec-
ções alimentares é parca e não sabemos,
realmente, se são ou não freqüentes.
Uma explicação plausível é que não
haja cepas produtoras de enterotoxina.
Admitir que esta explicação seja verda-
deira não diminui nossa preocupação, pois,
as condições são favoráveis a qualquer
tipo de estafilococo e a introdução de
cepas enterotóxicas na estrutura epidemio-
lógica atual terá sérias conseqüências.
Pelo exposto podemos concluir que são
necessárias providências urgentes para
alterar a estrutura epidemiológica vi-
gente; estas devem incidir sobre a "li-
nha de leite", no sentido de diminuir ao
máximo as condições favoráveis ao cres-
cimento do agente etiológico considerado
nesse estudo, como também de outros, que
poderão contaminar o leite. Somente assim
este precioso alimento não será uma amea-
ça à saúde.
C O N C L U S Õ E S
1 — As "linhas de leite", como foi
constatado, oferecem condições adequadas
de nutrição, umidade, temperatura e tem-
po, para o crescimento de Staphylococcus
aureus, levando a crer que há crescimen-
to da bactéria no trajeto entre o produ-
tor e a usina.
2 — O leite apresentou-se fortemente
contaminado com Staphylococcus aureus.
3 — Estando o leite contaminado com
cepas enterotóxicas, as conseqüências po-
derão ser desastrosas para o consumidor,
por ser a toxina termoestável.
4 — Falhas na pasteurização ou na re-
frigeração pré-pasteurização, agravarão
sobremaneira o problema.
5 — Providências urgentes devem ser
tomadas para alterar a estrutura epidemio-
lógica da "linha de leite", no sentido de
se desfavorecer o crescimento de bactérias
no leite.
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ABSTRACTS: The present paper is a study on Staphylococcal contamination
of milk before pasteurizing. Gross contamination is shown, and possible
consequences are discussed. That measures intended to alter the epidemiologic
structure of the so called milk line are necessary and urgent, is the final
conclusion of the paper.
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